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Referat 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion des G-Protein-gekoppelten Rezeptors 34 
(GPR34) in Mikroglia untersucht. Dieser Rezeptor weist eine hohe Expression auf Gliazellen 
auf, jedoch ist über dessen Aufgabe innerhalb dieser Zellpopulation bisher nichts bekannt. In 
bisherigen Arbeiten wurde dem GPR34 eine Rolle in der Immunantwort zugeschrieben. 
Knock-out (ko)-Mäuse, welche mit Cryptococcus neoformans infiziert wurden, zeigten im 
Vergleich zum infizierten Wildtyp (wt) eine deutlich höhere Pathogenlast in verschiedenen 
Geweben u.a. im Gehirn, was für eine inadäquate Immunantwort spricht. 
In dieser Arbeit konnte mittels morphologischer Studien gezeigt werden, dass eine GPR34-
Defizienz zu einer veränderten Gestalt der Mikroglia im Cortex sowie der Retina führt. 
Mikrogliazellen aus ko-Mäusen sind kleiner und deutlich weniger ramifiziert. Mit Hilfe von 
Transkriptomanalysen wurde eine große Vielfalt an unterschiedlich exprimierten Genen 
zwischen ko- und wt-Tieren identifiziert. Hierunter befanden sich Gene, die die Motilität, 
aber auch die Phagozytose der Mikroglia beeinflussen. Um den Einfluss der GPR34-Defizienz 
auf diese Vorgänge zu untersuchen, wurden zahlreiche funktionelle Untersuchungen an 
murinen Mikrogliazellen durchgeführt. Mittels basalen Motilitätsstudien aber auch unter 
Stimulation durch Laserläsion und Läsion des entorhinalen Cortex konnten keine 
Unterschiede in der Beweglichkeit von Mikroglia aufgedeckt werden. Jedoch zeigten ko-
Mikrogliazellen des Cortex und der Retina eine deutlich geringere Phagozytoseaktivität. Dies 
ist ein möglicher Erklärungsansatz für die beschriebene erhöhte Pathogenlast in den GPR34-
defizienten Tieren.  
Da die Phagozytoseaktivität von Mikroglia in neurodegenerativen Erkrankungen wie 
Multipler Sklerose oder der Alzheimer´schen Demenz eine bedeutende Rolle spielt, sollte 
zukünftig die Relevanz des GPR34 bei diesen Erkrankungen untersucht werden.
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Einleitung 
GPR34: ein Mitglied der P2Y12-ähnlichen Rezeptor-Familie 
Purine und Pyrimidine regulieren eine Vielzahl verschiedener (patho)physiologischer 
Prozesse über zwei verschiedene Rezeptorfamilien, die P2X- und die P2Y- Rezeptoren. P2X-
Rezeptoren sind ligandengesteuerte Ionenkanäle, wohingegen die P2Y-Rezeptoren zu den 
Rhodopsin-ähnlichen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) gehören. Viele dieser P2Y-
Rezeptoren sind in den letzten Jahren ausführlich untersucht und charakterisiert worden. 
Anhand der Aminosäuresequenz kann man die P2Y-Rezeptoren in 2 weitere Gruppen 
unterteilen. Zur einen Gruppe gehören P2Y1, 2, 6, 11 und zur anderen der P2Y12, P2Y13 und der 
P2Y14 (Schoneberg et al. 2007). Die letztere Gruppe, auch als Gruppe der P2Y12- ähnlichen 
Rezeptoren benannt, schließt zusätzlich noch weitere Rezeptoren ein. Dazu gehören der 
GPR171 (Rossi et al. 2013) und die orphan-Rezeptoren (engl. Waisenkindrezeptoren) GPR82 
(Lee et al. 2001), GPR87 (Wittenberger et al. 2001) und GPR34 (Marchese et al. 1999; 
Schoneberg et al. 1999) (siehe Abbildung 1).  
Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum der P2Y12-ähnlichen Rezeptoren und deren natürliche Agonisten 
und Antagonisten (adaptiert nach (Schoneberg et al. 2007))  
ADP – Adenosindiphosphat, ATP – Adenosintriphosphat, LPA – Lysophosphatidsäure, UDP – Uridindiphosphat, 
lyso-PS – Lyso-Phosphatidylserin 
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Der P2Y12 (ADP-Rezeptor), als namensgebender Vertreter dieser Gruppe, ist besonders 
bekannt für seine Rolle in der Thrombozytenaggregation und damit therapeutisches Ziel der 
gerinnungshemmenden Medikamente Clopidogrel, Ticagrelor und Prasugrel (Foster et al. 
2001; Hollopeter et al. 2001; Niitsu et al. 2005). Andere Studien zeigen eine Beteiligung des 
P2Y12 an der Aktivierung und Chemotaxis von Mikroglia (Haynes et al. 2006). 
Der X-chromosomale Rezeptor GPR34 wurde 1999 auf der Suche nach neuen GPCR-
Sequenzen mithilfe von Genbankanalysen und Homologieklonierung entdeckt (Marchese et 
al. 1999; Schoneberg et al. 1999). Mit Hilfe von Überexpressions- und  Mutagenesestudien 
sowie aufgrund einer vorhandenen Basalaktivität des Rezeptors konnte gezeigt werden, dass 
die Signaltransduktion des GPR34 über ein inhibitorisches G-Protein, Hemmung von 
Adenylylcyclasen und eine darauffolgende Verringerung des cAMP-Spiegels vermittelt wird 
(Schulz and Schoneberg 2003). Gemeinsam mit dem strukturell ähnlichen GPR82 liegt der 
GPR34 in antisense Richtung in einem Intron einer Calcium/Calmodulin-abhängigen Serin-
Proteinkinase (CASK) (Engemaier et al. 2006). Anhand von phylogenetischen Studien konnte 
der GPR34 in bisher allen Vertebraten-Genomen nachgewiesen werden, was das Alter des 
Rezeptors auf ungefähr 450 Millionen Jahre festlegt. In dieser Zeit erfolgte eine hohe 
Konservierung dieses GPCR. Pseudogene oder gar GPR34-defiziente Vertebraten konnten 
bisher nicht identifiziert werden (Schulz and Schoneberg 2003). 
Lyso-Phosphatidylserin: ein möglicher Agonist? 
Für zahlreiche Mitglieder der P2Y12-ähnlichen Rezeptoren wurden Nukleotide und deren 
Derivate, aber auch Lipide und Peptide als physiologische Agonisten identifiziert (Gomes et 
al. 2013; Nonaka et al. 2005; Tabata et al. 2007). So wird z.B. der P2Y13 durch ADP (Zhang et 
al. 2002) und der P2Y14 durch UDP-Glucose (Chambers et al. 2000) aktiviert (siehe Abbildung 
1). Der GPR34 wurde durch in vitro-Experimente als lyso-Phosphatidylserin- (lyso-PS) 
Rezeptor (Sugo et al. 2006) deklariert. 
Wenn apoptotische Zellen Phosphatidylserine an ihrer Oberfläche exprimieren, wird lyso-PS 
bei der Hydrolyse von Membranproteinen mittels der Phospholipasen A1 und A2 gebildet 
(Aoki et al. 2002; Park et al. 2006). Dieses Phospholipid ist bekannt als Wachstumsinhibitor 
von T-Zellen, als Chemoattraktans von Tumor- und Bindegewebszellen (Lee et al. 2008; Park 
et al. 2005; Park et al. 2006), als Regulator des Blutzuckerspiegels (Yea et al. 2009), sowie als 
hochpotenter Aktivator der Histaminfreisetzung von Mastzellen (Bellini et al. 1990). 
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Studien an mit lyso-PS stimulierten Mastzellen von wt- und GPR34-ko-Mäusen konnten 
jedoch keine Unterschiede in der Degranulierung und Histaminfreisetzung feststellen 
(Liebscher et al. 2010). Auch in vitro-Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen konnten lyso-
PS (18:1) nicht als Aktivator des GPR34 identifizieren (Yin et al. 2009). 
Um die Frage des endogenen Agonisten zu klären, wurde von Ritscher et al. an 
unterschiedlichen Orthologen die Agonistspezifität mittels verschiedenster Assays geprüft. 
So konnte gezeigt werden, dass lyso-PS nur an wenigen Orthologen, wie dem Karpfen-
GPR34-Subtyp 2a, agonistisch wirkt. Weiterhin weist der GPR34 eine Ligandenpromiskuität 
auf, d.h. unterschiedliche Derivate, z.B. auch das Nukleotidderivat EDA-ATP, sind in der Lage 
die Aktivität des Rezeptors zu beeinflussen (Ritscher et al. 2012). Ligandenpromiskuität ist 
nicht ungewöhnlich in der P2Y12-Gruppe. So wird der P2Y12 selbst sowohl durch ADP als auch 
durch ATP und ATP-Derivate aktiviert (Schmidt et al. 2012). Lyso-PS kann demnach als 
Surrogat-Agonist, nicht jedoch als endogener, natürlicher Agonist am GPR34 bezeichnet 
werden (Ritscher et al. 2012). Diesen gilt es, durch die Ausweitung der Suche auf weitere 
chemische Substanzen, zu finden.  
Die physiologische Relevanz des GPR34 
Um die physiologische Funktion des GPR34 zu klären, wurde von Dr. Angela Schulz ein 
GPR34-defizientes Mausmodell etabliert. Trotz der hohen Konservierung des Rezeptors 
innerhalb der Vertebraten zeigten die GPR34-defizienten Mäuse bei der initialen 
Charakterisierung unter pathogenfreien Bedingungen keine offensichtlichen phänotypischen 
Auffälligkeiten. Sie unterschieden sich nicht in ihrer Entwicklung, in morphologischen 
Parametern, wie Größe und Gewicht, oder in der Fertilität und Mortalität. Auch einige 
Verhaltenstests z.B. der Open Field-Test und laborchemische Untersuchungen, wie die 
Bestimmung des Blutzuckerspiegels, konnten keinen Hinweis auf die Funktion des Rezeptors 
geben (Liebscher et al. 2010). 
Über 50 % der GPCR-defizienten Mäuse weisen unter SPF (specific pathogen free)-
Haltungsbedingungen keine Unterschiede zu Wildtypmäusen auf (Barbaric et al. 2007; 
Schoneberg et al. 2004). Viele Phänotypen werden erst sichtbar, wenn die Mauslinien 
immunologischen, pharmakologischen oder metabolischen Stresssituationen ausgesetzt 
werden. Zur detaillierteren Untersuchung wurden daher Versuche unter Stimulation des 
Immunsystems durchgeführt, da vorherige Analysen eine Expression des Rezeptors in 
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Immunzellen zeigten (Engemaier et al. 2006). Im Delayed-Hypersensitivity-Test (DTH) wiesen 
ko-Mäuse eine erhöhte Schwellungsrate der Pfoten und signifikante Unterschiede in der 
Antikörperproduktion, sowie Milzzellzusammensetzung auf. Weiterhin zeigten Müllerzellen 
in der Retina eine erhöhte Zellschwellungsrate unter hypoosmolaren Bedingungen, was 
einen Einfluss des GPR34 auf die gliale Homöostase impliziert. Infektionsversuche mit 
Cryptococcus neoformans, welcher systemische Entzündungen sowie eine Ausbreitung der 
Pathogene u.a. im ZNS verursacht, konnten eine Relevanz des GPR34 in der Immunantwort 
aufdecken (Liebscher et al. 2010). Die Pathogenlast in GPR34-ko-Geweben war signifikant 
höher als in den vergleichbaren wt-Geweben (siehe Abbildung 2). Dies zeigte sich in der 
Lunge, der Milz und am deutlichsten im Gehirn.  
Abbildung 2: Kryptokokkose bei wt- und ko- Mäusen nach Infektion mit C. neoformans (aus (Liebscher 2011)) 
(A) Bereits makroskopisch sichtbare tumoröse Granulome in Gehirn, Milz und Lunge. (B) Pathogenlast in den 
verschiedenen Organen. 
Expressionsanalysen des GPR34 
Der GPR34 zeigt ein ubiquitäres Expressionmuster in allen analysierten Geweben 
(Schoneberg et al. 1999). Mengenmäßige Untersuchungen mittels quantitativer Realtime-
PCR detektierten hohe RNA-Konzentrationen in lymphatischen Geweben, im Herzen und vor 
allem im zentralen Nervensystem. Dieses Verteilungsmuster spricht für eine Expression auf 
Zellen des Immunsystems, d.h. monozytäre Zellen. Auch in Zelllinien der prämyeloischen 
Reihe HL-60, K562-Zellen und WEHI-Zellen sowie Makrophagen-ähnlichen RAW264.7 Zellen 
wurde eine Expression des GPR34 nachgewiesen (Engemaier et al. 2006). 
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Die hohe RNA-Konzentration des Rezeptors im Gehirn lässt sich auf eine Expression in 
Gliazellen zurückführen. Sowohl Astrozyten als auch Mikroglia wiesen eine erhebliche Anzahl 
von RNA-Transkripten auf. Eine Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS), welches eine 
bakterielle Infektion simuliert, resultiert jeweils in einer Herunterregulation des Rezeptors 
(siehe Tabelle 1). 
Tabelle 1: Expressionsprofil und Regulation einiger G-Protein-gekoppelter Rezeptoren in Gliazellen (nicht 
veröffentlichte Daten) 
 n.d. – nicht detektierbar 
Dahingegen wird beschrieben, dass die Expression des GPR34 bei Behandlung von Mäusen 
mit Cuprizon, einer demyelinisierenden Substanz, in Mikrogliazellen hochreguliert wird 
(Bedard et al. 2007). 
Mikroglia: der Wachdienst des Gehirns 
Die Mikrogliazellen, welche 1932 von Rio-Hortega beschrieben und als solche erstmals 
benannt wurden, stellen die ortsständigen makrophagozytären Immunzellen des ZNS dar. 
Den amöboiden Makrophagen des Blutes ähneln sie im gesunden Gehirn morphologisch 
aber kaum. Mikroglia imponiert hier mit einer großen, von ihren langen, ramifizierten 
Fortsätzen eingenommenen Fläche und einem kleinen Soma. Diese Gestalt wird mit einer 
inaktiven, ruhenden Zelle verbunden. Studien konnten dagegen zeigen, dass Mikrogliazellen 
+ + + + + keine 
+ + + + + + keine 
GPCR 
Expression in Mikroglia Expression in Astrozyten 
basal       LPS behandelt 
+ + + + + + (  ) 
keine + + 
+ + + + + + 
n.d. n.d. n.d. n.d. 
basal       LPS behandelt 
(  ) 
(  ) 
+ keine keine + 










auch im vermeintlichen Ruhezustand ihre Umgebung aktiv mit ihren zahlreichen, 
verzweigten Fortsätzen scannen (Davalos et al. 2005; Nimmerjahn et al. 2005). Diese 
Bewegung wirkt jedoch eher zufällig. Im Falle eines Schadens kommt es zu einer gezielten 
Ausbreitung der Fortsätze. Hier scheint der P2Y12 eine entscheidende Rolle zu spielen. Nach 
Setzen einer kortikalen Läsion zeigt Mikroglia von P2Y12-ko Mäusen eine deutlich geringere 
gerichtete Verlängerung ihrer Fortsätze (Haynes et al. 2006). 
Außerdem sind Mikrogliazellen in der Lage, in eine amöboide Form zu konvertieren, indem 
sie ihre Verzweigungen einziehen und ihr Soma vergrößern. Eine Migration mit Bewegung 
der Fortsätze und des Somas wird dadurch möglich. Dies geschieht einerseits während der 
Entwicklung neuronalen Gewebes, wenn Mikrogliazellen aus Makrophagen hervorgehen und 
in das Gehirn einwandern (Greter and Merad 2013), aber auch im Falle von pathologischen 
Prozessen. Dabei werden unterschiedliche Oberflächenmarker wie F4/80, Cluster of 
differentiation (CD) 45 oder Major Histocompatibility Complex (MHC) II verstärkt exprimiert 
(Djukic et al. 2006). 
Anhand verschiedener Modelle konnten einige Vertreter, welche die Migration beeinflussen 
(z.B. CXCR3), identifiziert werden. Nach Läsion des Tractus perforans, welcher Fasern vom 
entorhinalen Cortex zum Gyrus dentatus im Hippocampus leitet, kommt es zu einer 
anterograden axonalen Degeneration in der äußeren und mittleren Molekularschicht des 
Gyrus dentatus (Bechmann and Nitsch 1997). Dies führt zu einer gerichteten Akkumulation 
von Mikroglia aus der Umgebung in diesen zwei Zonen. In CXCR3-defizienten Slicekulturen 
konnte eine deutlich geringere Rekrutierung von Mikroglia in dieser Region festgestellt 
werden, was für eine Kontrollfunktion des Rezeptors bei der Migration spricht (Rappert et al. 
2004). Die purinergen Rezeptoren P2X4 und der Hauptvertreter der P2Y12-ähnlichen 
Rezeptorgruppe, P2Y12, scheinen hingegen an der Migration aufgrund ATP-induzierter 
Chemotaxis von Mikroglia beteiligt zu sein (Ohsawa et al. 2007).  
Sind die Mikrogliazellen an der geschädigten Region angekommen, ist es ihre Aufgabe, 
Mikroorganismen und das defekte Zellmaterial zu beseitigen, welches einerseits durch 
Freisetzung zytotoxischer Mediatoren und andererseits durch Phagozytose geschieht. Die 
Phagozytose von Mikroglia wird über verschiedene Rezeptoren reguliert. Toll-like-
Rezeptoren, Komplementrezeptoren, Fc-Rezeptoren oder Scavenger-Rezeptoren, 
detektieren und binden pathogenes Material und führen im Anschluss zu einer 
proinflammatorischen Immunantwort (Blander and Medzhitov 2004; Napoli and Neumann 
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2009). Phosphatidylserinrezeptoren oder die purinergen Rezeptoren P2Y6 und P2X7 führen 
hingegen über eine antiinflammatorische Antwort zur Beseitigung apoptotischer Zellen 
(Fang et al. 2009; Koizumi et al. 2007; Ravichandran and Lorenz 2007). In situ-
Untersuchungen an akut isolierten Hirnschnitten, welche mit fetalem Kälberserum 
ummantelten Mikrokugeln inkubiert wurden, konnten zeigen, dass CD39 ein weiterer die 
Phagozytose beeinflussender Kandidat ist. Mikroglia aus CD39-defizienten Mäusen zeigte 
eine deutlich erhöhte Phagozytoseaktivität (Bulavina et al. 2012). Außerdem phagozytieren 
Mikrogliazellen auch Myelin oder Amyloidablagerungen, was sie zu einem wertvollen 
Angriffspunkt von wissenschaftlichen Untersuchungen über neurodegenerative 
Erkrankungen macht. 
Mikroglia in neurodegenerativen Erkrankungen 
In neurodegenerativen Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose, der Amyotrophen 
Lateralsklerose, der Parkinson-Erkrankung oder der Alzheimer’schen Demenz nimmt die 
Mikroglia eine sehr gegensätzliche Rolle ein. Einerseits kommt es nach Stimulation über LPS, 
Interferon-γ oder Tumornekrosefaktor-α (TNFα) zu einer Aktivierung von Mikroglia mit 
nachfolgender Ausschüttung von Zytokinen (Interleukin(IL)-6, IL-1ß, TNFα) sowie 
neurotoxischer Substanzen (Stickstoffmonoxid, Eicosanoide) und damit einhergehend zu 
einem Gewebeschaden (Perry and Teeling 2013). Andererseits wird jedoch über IL-4, IL-13 
und IL-10 die Ausschüttung von neuroprotektiven Faktoren wie Glia cell-derived neutrophic 
factor (GDNF) oder Platelet-derived growth factor (PDGF), Vascular endothelial growth 
factor (VEGF), Epidermal growth factor (EGF), Arginase, IL-10 und Transforming growth 
factor β (TGFβ) gesteuert. Dadurch wird u.a. die Phagozytose von Amyloidablagerungen oder 
Myelinresten stimuliert, was in einer Gewebereparatur sowie in einem Remodelling 
resultiert und letztlich zur Heilung des Gewebes beiträgt (Liu and Hong 2003; Mantovani et 
al. 2013). Eine frühere Einteilung der Mikroglia erfolgte daher in den klassischen 
proinflammatorischen M1-Typ und den alternativen immunsupprimierenden M2-Typ. Heute 
weiß man jedoch, dass diese Einteilung stark vereinfacht und der Einfluss der Mikroglia 
deutlich komplexer ist. Es gibt z.B. Mikrogliazellen, die eine intermediäre Position 
einnehmen und durch andere Faktoren wie beispielsweise das Alter der Zellen, die 
genetische Prädisposition und vorherige Erkrankungen in ihrem Aktivierungsprozess 
beeinflusst werden (Perry and Teeling 2013). So wird angenommen, dass Mikroglia durch die 
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genannten Faktoren voraktiviert wird (Priming). Kommt es danach zu einem peripheren 
Insult wird die voraktivierte Mikroglia durch verschiedene Zytokine stimuliert, welches 
wiederum deren Zytokinsynthese anregt. Durch die freigesetzten Botenstoffe wird dann ein 
neuronaler bzw. axonaler Schaden verursacht, der den neurodegenerativen Prozess 
vorantreibt (Perry et al. 2003). 
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Zielstellungen 
Der GPR34 ist ein Mitglied der P2Y12-ähnlichen Rezeptorgruppe. In bisherigen Studien wurde 
lyso-Phosphatidylserin kontrovers als endogener Agonist dieses GPCR diskutiert. Die hohe 
Expression des GPR34 in den Immunzellen des zentralen Nervensystems impliziert eine 
physiologische Rolle in der Immunantwort und bei neurodegenerativen Erkrankungen. Wie 
der GPR34 auf diese Prozesse Einfluss nimmt, ist jedoch bisher nicht im Detail untersucht. 
Das Ziel dieser Dissertation ist die Klärung der Relevanz des Rezeptors in Mikrogliazellen, 
welche eine entscheidende Rolle im Immunsystem des ZNS spielen. Hierzu sollen folgende 
Fragestellungen beantwortet werden: 
1. Gibt es Unterschiede in der Anzahl der Mikrogliazellen zwischen wt-und ko-Tieren?
Stellen sich mögliche Unterschiede bereits nach der Geburt oder erst im adulten
Alter der Mäuse dar?
2. Führt eine GPR34-Defizienz zu Veränderungen der Zellmorphologie? Sind diese
Veränderungen in unterschiedlichen Geweben und in neugeborenen Mäusen zu
finden?
3. Wie viele und welche Gene werden in GPR34-defizienter Mikroglia unterschiedlich
transkribiert? Welche Signaltransduktionswege werden dadurch beeinflusst?
4. Gibt es Unterschiede in der Beweglichkeit von Mikrogliazellen und kann die Motilität
durch unterschiedliche Bedingungen beeinflusst werden?




Altered Microglial Phagocytosis in
GPR34-Deficient Mice
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GPR34 is a Gi/o protein-coupled receptor (GPCR) of the nucleotide receptor P2Y12-like group. This receptor is highly
expressed in microglia, however, the functional relevance of GPR34 in these glial cells is unknown. Previous results suggested
an impaired immune response in GPR34-deficient mice infected with Cryptococcus neoformans. Here we show that GPR34
deficiency results in morphological changes in retinal and cortical microglia. RNA sequencing analysis of microglia revealed a
number of differentially expressed transcripts involved in cell motility and phagocytosis. We found no differences in microglial
motility after entorhinal cortex lesion and in response to laser lesion. However, GPR34-deficient microglia showed reduced
phagocytosis activity in both retina and acutely isolated cortical slices. Our study identifies GPR34 as an important signaling
component controlling microglial function, morphology and phagocytosis.
GLIA 2014;00:000–000
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Introduction
Microglia are equipped with a considerable subset ofnucleotide receptors and nucleotides play an important
role in triggering numerous glial functions (Farber and Ket-
tenmann, 2006; Pocock and Kettenmann, 2007). Specifically,
the UDP receptor P2Y6 and the ADP receptor P2Y12 pro-
mote microglia activation and chemotaxis (Haynes et al.,
2006; Koizumi et al., 2007). P2Y12 is the name-giving proto-
type of a group of GPCRs that additionally comprises the
ADP receptor P2Y13, the UDP-glucose receptor P2Y14, and
the orphan receptors GPR34, GPR82, GPR87, and GPR171
(Schoneberg et al., 2007). Several members of the P2Y12-like
receptor group have been assigned to nucleotide derivates and
lipids as physiological ligands (Nonaka et al., 2005; Sugo
et al., 2006; Tabata et al., 2007), among them GPR34 as a
receptor for lyso-phosphatidylserine (lyso-PS), a finding that is
still under discussion (Ritscher et al., 2012; Yin et al., 2009).
Many P2Y12-like receptors are expressed in microglial cells
(Bedard et al., 2007; Kobayashi et al., 2012), however, the
distinct function of most members is currently unknown.
The ADP receptor P2Y12 and GPR34 were found to be
highly expressed in microglia, representing key markers for
this neural cell population (Bedard et al., 2007; Butovsky
et al., 2014; Hickman et al., 2013). Although P2Y12 function
is required for microgial activation (Haynes et al., 2006;
Ohsawa et al., 2010) the relevance of GPR34 in microglia
function is unknown.
We have established a GPR34-deficient mouse strain
that showed altered immune functions (Liebscher et al.,
2010). Pulmonary infection of GPR34-deficient mice with
Cryptococcus neoformans revealed an increased pathogen bur-
den in extrapulmonary tissues including brain compared with
wild-type (wt) mice. As microglia is involved in detection and
digestion of pathogens and dying cells (Kettenmann et al.,
2011, 2013), we speculated that altered microglial function
might contribute to the higher pathogen load in the CNS of
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GPR34-deficient mice. Thus, we investigated microglial
function of GPR34-deficient mice in more detail and found
significant alterations of microglial morphology and phagocy-
tosis abilities when compared with wt cells.
Materials and Methods
Materials
If not stated otherwise all chemicals were provided from Sigma
Aldrich (Taufkirchen, Germany) and cell culture materials as well as
antibodies for immunohistochemistry were purchased from Life
Technologies GmbH (Darmstadt, Germany).
Animals
Generation of the GPR34-deficient mouse strain and gross character-
ization was described previously (Liebscher et al., 2010). For all
experiments mice with C57BL/6-background were used and wt and
GPR34-deficient (further referred to as ko) males were taken from
the same offspring. Female wt and ko mice were generated from
breeding pairs with identical background. For microglia imaging, we
used heterozygous CX3CR1-GFP mice in which microglial cells are
specifically labelled by GFP (Jung et al., 2000). These mice were
crossed with wt and GPR34-deficient mice. Mice were maintained
under specific pathogen free conditions, a 12:12 hr light/dark sched-
ule, 21C temperature and 55% humidity with food and water ad
libitum. All animal experiments have been approved by the respective
regional government agency of the German federal state of Saxony
and were in accordance with accepted standards of human animal
care.
Quantification and Morphometric Analyses of
Microglia Cells
Mice were transcardially perfused with a solution of 4% paraformal-
dehyde (PFA) in phosphate buffered saline (PBS). Brains and retinae
were isolated and postfixed in the same fixative at 4C. Sixty mm
brain sections were cut with a vibratome (Leica VT 1200, Leica
Microsystems AG, Wetzlar, Germany) and collected in a 24-well
plate containing PBS. Retinae and brain slices were washed in PBS/
Triton for 10 min. After blocking unspecific background with Nor-
mal Goat Serum (diluted 1:20 in PBS/Triton, Jackson ImmunoRe-
search Laboratories, West Grove PA) for 30 min, microglia in free-
floating slices were stained overnight with Iba-1 antibody (diluted
1:500, Wako Chemicals, Neuss, Germany). Alexa FluorVR 568 Goat
Anti- Mouse IgG 1 secondary antibody (1:500) was applied for 60
min and washed with PBS. After staining of nuclei with Hoechst
solution (Sigma–Aldrich, Deisenhofen, Germany), slides were cover-
slipped with fluorescent mounting medium (Dako, Glostrup,
Denmark). For quantification, brain slices were examined with an
Olympus BX51 fluorescence microscope with retiga 2000r camera
system. The region of the hippocampal hilus was chosen and cells
per area were counted using the ImageJ cell counter and measuring
tool (http://imagej.nih.gov/ij/).
To study microglial morphology, cells of the brain cortex and
the outer plexiform layer of the retina were visualized by a Zeiss
LSM 510 Meta confocal laser scanning system using a 543 nm
helium neon laser (Zeiss, G€ottingen, Germany). Occupied area, size
of soma and branches per cell were assessed with Zeiss LSM Image
Examiner.
Flow Cytometry of Primary Brain Microglia
Isolation of murine brain monocytes was performed using a Percoll
gradient protocol (Cardona et al., 2006). Purified microglia cells
were dissolved in PBS and incubated on ice with CD16/CD32 anti-
body (1:100, eBioscience, Frankfurt, Germany) to block Fc-receptors
for 10 min. Cells were immunostained with CD45-FITC (1:250, rat
IgG 2b, eBioscience), CD11b-Alexa Fluor 700 (1:100, rat IgG 2b,
eBioscience), CD11c-eFluor 450 (1:80, Armenian hamster IgG,
eBioscience), CD80-APC (1:100, Armenian hamster IgG, eBio-
science), CD86-PE-Cy5 (1:100, rat IgG 2a, eBioscience), F4/80-PE-
Cy7 (1:100, rat IgG 2a, eBioscience), MHCII-PE (1:100, mouse
IgG 2a, BD). Unstained cells and cells incubated with compatible
isotypes were used as controls. Population analyses were performed
with flow cytometry (BD LSR II flow cytometer, BD Bioscience)
and data were evaluated with FACSDiva software (BD Bioscience).
Organotypic Hippocampal Slice Cultures (OHSC)
OHSC were prepared as described (Kallendrusch et al., 2012).
Briefly, brains of 5-day-old mice were isolated and transferred in ice-
cold preparation medium (minimal essential medium (MEM), con-
taining 1% glutamine, 100 lg mL21 streptomycin, 100 lg mL21
penicillin, 4.5 g L21 glucose). Horizontal sections (350 mm) were
sliced with a vibratome (Leica VT 1200 S) and the hippocampus
region was dissected. Hippocampus slices were transferred to cell cul-
ture inserts (0.4-mm pore size; Millipore, Schwalbach/Ts., Germany)
in a six-well plate containing culture medium (MEM, HBSS
1Ca21, 25% horse serum, 100 lg mL21 streptomycin and 100 lg
mL21 penicillin, 1% glutamine, 4.5 g l21 glucose). Slices were incu-
bated at 35C in a humidified 5% CO2 incubator and culture
medium was renewed every second day.
Analyses of Microglia Motility
Basal Motility. Fluorescence live imaging was performed with a
microscope and a climate chamber (FV1000, Olympus Hamburg,
Germany) on organotypic hippocampal slice cultures of wt and ko
mice (on heterozygous Cx3Cr1-GFP background). After 6 h prein-
cubation, the GFP fluorescence of microglial cell soma was observed
for 13.3 h, with taking photos every 20 min. The track displacement
over time of each microglial soma in the HPF (high power field)
was calculated with the ImarisTrack Software (Bitplane, Zurich,
Switzerland).
Entorhinal Cortex Lesion. Slice cultures were kept for 7 days.
Then, perforant path fibers were disconnected from the
Abbreviations
FBS fetal bovine serum
GPCR G protein-coupled receptors
ko GPR34-deficient mouse
lyso-PS lyso-phosphatidylserine
OHSC organotypic hippocampal slice cultures
PBS phosphate buffered saline
wt wild-type mouse
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hippocampus by entorhinal lesioning (Deller et al., 2007), using a
disposable ophthalmic scalpel with a stainless steel blade (Feather,
Osaka, Japan) under a binocular microscope (Zeiss). Medium was
renewed and the slices were cultured for another 72 h. Unlesioned
slice cultures were used as negative controls. Fixative solution, 4%
PFA in PBS, was added to each well for 6 h at 4C, followed by
washing slices with PBS and transferring them into a 24-well plate
with saccharose solution. Slices were drained for 2 days stepwise in
10, 20, and 30% saccharose at 4C and embedded in Tissue Tek
(Sakura Finetek, Coeterwoude, Netherlands) afterwards. Blocks were
frozen at 220C. A 14-lm section was made with a cryostat
3050 S (Leica) and dried for 30 min before Iba-1 staining. Images
of sections were taken with an Olympus BX51 fluorescence micro-
scope using retiga 2000r camera system. The area of the outer
molecular layer of the hippocampus was measured and the microglia
cells were counted with ImageJ software.
Focal Laser Lesion. To study the process motility of microglia in
response to a focal laser lesion a method described in (Krabbe et al.,
2011) was used. Briefly, 300-lm slices of adult wt and ko brains (on
heterozygous CX3CR1-GFP background) were prepared and imaged
with a two-photon laser scanning microscope (Till Photonics,
Gr€afelfing, Germany) armed with a water-immersion objective
(403, NA 0.8, Olympus, Hamburg, Germany). Using a 730 nm
laser with maximum power, a 196 6 lm small lesion was set and
the region was imaged for 1 h. Images were processed with ImageJ
and two regions around the lesion, an inner (x) and an outer (y)
circle, were analyzed. The shift of white pixels in area 3 over the
time (Rx(t)) was related to the pixels in the first image, taken
directly after setting the lesion (Rx(0)). To consider a different num-
ber of microglial processes in several experiments, the amount of
white pixels in the area y after the injury (Ry(0)) was included to
the formula. So process motility is given as response R(t)5
(Rx(t)2Rx(0))/Ry(0) (Davalos et al., 2005).
Phagocytosis Assays
For phagocytosis experiments adult wt and ko mice on a heterozygous
CX3CR1-GFP background were used. Retinae were isolated and
transferred in a 24-well plate. To facilitate the accessibility of zymosan
particles, the inner limiting membrane of the retinae was partially dis-
rupted by incubating the retinae in a mixture of collagenase/dispase
(2 mg mL21, Roche, Mannheim, Germany) and DNAse (200 U
mL21) in 1 mL of extracellular solution (138 mM NaCl, 3 mM KCl,
1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 2 mM CaCl2, 10 mM glucose) for
10 min at room temperature. After three washing steps, extracellular
solution containing six million zymosan particles/mL (Life Technolo-
gies GmbH, Darmstadt, Germany), was applied on top of the slices.
After 60 min incubation at 37C, retinae were washed four times
with extracellular solution, transferred into a recording chamber and
mounted. Images were taken by a Zeiss LSM 510 Meta confocal laser
scanning microscope using a 203/0.8 Plan-Apochromat objective
(Zeiss) investigating four scan fields (652 mm 3 652 mm) directly
aside the optic nerve head of each retina.
Phagocytosis in adult cortical slices was performed as previ-
ously described (Bulavina et al., 2013). Briefly, acute 140-lm brain
slices were prepared with a vibratome (HM 650V, Microm; Wall-
dorf, Germany) in artificial cerebrospinal fluid solution (ACFS:
134 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1.3 mM MgCl2,
26 mM NaHCO3, 1.25 mM K2HPO4, 10 mM glucose). Slices
were placed onto a nylon grid (BD Bioscience) and incubated with
carbogen (95% CO2, 5% O2) for 2 h. After applying 500 lL of
ACSF containing 8.4 3 106 fetal bovine serum (FBS)-coated yellow-
green carboxylated microspheres (Fluoroserbite, 3 lm diameter, Pol-
ysciences Europe GmbH, Eppelheim, Germany) or 3 3 106
zymosan particles, slices were incubated for 60 min at 37C. Acute
brain slices were washed with PBS followed by fixation in 4% PFA.
Slices incubated with yellowgreen beads were stained furthermore
with Iba-1 antibody and Alexa FluorVR 568 Goat Anti- Mouse IgG 1
secondary antibody (1:500) to distinguish beads from cells properly.
Number of fluorescence-positive cells per HPF (high power
field) and number of microglia, which phagocytized at least one par-
ticle, as well as the number of phagocytized particles per microglia
cell was determined.
For phagocytosis of myelin microglia cells were prepared from
brains of 3-day-old wt and ko mice. Briefly, meninges were mechani-
cally removed and cells were cultured in DMEM (Invitrogen, Eggen-
stein, Germany) supplemented with 10% FBS, 100 U mL21
penicillin, 100 mg mL21 streptomycin at 37C in a humidified 5%
CO2-incubator. Microglia cells were harvested from the microglia-
astrocyte co-cultures and seeded on glass cover slips in a six-well
plate (4 3 105 cells/well). Cells were incubated with 20 mg mL21
myelin for 1 h before washing and fixation with 4% paraformalde-
hyde (Liu et al., 2006; Slobodov et al., 2001). Myelin was prepared
from adult mouse brains by Percoll gradient centrifugation as
described (Cardona et al., 2006; Liu et al., 2006). Protein content
was determined by Bradford assay with bovine serum albumin as a
standard. Aliquots were stored at 220C. For detection of phagocy-
tized myelin an anti-myelin basic protein antibody (Sigma–Aldrich,
Munich, Germany) (1:500) and a secondary anti-rabbit-IgG-Cy2
antibody (Jackson ImmunoResearch) (1:200) was used. Cellular
nuclei were stained with DAPI.
TNF-alpha Measurements
For determination of TNFa microglia cells were harvested from the
co-cultures and seeded in a 96-well plate (30,000 cells/well) in tripli-
cates. Next day, cells were stimulated with lipopolysaccharide (LPS)
for 4 h. The supernatant was collected and the cells were lysed with
AlphaLISA lysis buffer. For measurement of the cytokine the TNFa-
AlphaLISA Kit (Perkin Elmer, Rodgau, Germany) was used accord-
ing to the manufacture’s protocol.
RNA Sequencing of Untreated Brain Monocytes
Brain monocytes were prepared as described for flow cytometry,
labeled with anti-CD11b-PE (BD Biosciences) and sorted on a
FACS Aria SORP (BD Biosciences). Total RNA from these cells
(five mice per genotype) was extracted by using the RNeasy Micro
KitTM (Qiagen, Hilden, Germany) as described in the manufacturer’s
instructions. The quantity of the RNA was measured using a spec-
trophotometer (Nanodrop ND 1000) and RNA quality of all sam-
ples was examined on the Agilent 2100 bioanalyzer using the RNA
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6000 Nano Chip (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). We only
included RNA samples with a RIN value above 8.
Indexed cDNA libraries were generated using TruSeq RNA
Sample Preparation Kits v2 (Illumina, San Diego, CA) according to
the manufacturer’s protocol, constructing libraries with an average
size of 300 bp as evaluated on the Agilent 2100 bioanalyzer with
DNA 1000 Chips. Libraries were sequenced on Illumina HiSeq
2500, performing five biological replicates for each genotype. 101-
bp raw paired-end reads were generated on one flow cell lane (Max
Planck Institute of Evolutionary Anthropology, Leipzig). Briefly, after
quantification of the libraries using the Library Quantification Kit—
Illumina/Universal (KAPABiosystems) according to the instructions
of the manufacturer, products were used for cluster generation.
Library DNA at a concentration of 10 pM was clustered using an
Illumina cBot according to the PE_Amp_Lin_Block_ Hybv8.0 pro-
tocol of the manufacturer. Sequencing was performed using version
3 chemistry and the version 3 flowcell according to the manufac-
turer’s instructions. Median cluster density was usually about
600,000 clusters per mm2 or 80–100 million raw clusters per lane.
After intensities call, raw reads were separated according to
library indexes allowing up to one mismatch in the index sequence,
but requiring that all bases have a quality score above 15 (PHRED-
scale). After assigning reads to samples we used an in-house-
sequencing pipeline to trim the adapters and remove reads, which
were shorter than 60 bp or have more than five bases with a quality
score below 15 (PHRED-scale) (Meyer et al., 2012). Reads were
mapped to the reference mouse genome (July 2007 NCBI37/mm9)
with Ensembl v66 annotations using Tophat 2.0.6. (Flicek et al.,
2012; Langmead et al., 2009) which aligns reads using Bowtie2 (ver-
sion 2.1.0). Mitochondrial reads and reads which did not map
uniquely to a genome position were excluded. The transcription level
for each gene was obtained by intersecting mapping results with
gene annotations using BEDTools IntersectBed (Quinlan and Hall,
2010). Using DESeq software package (Anders and Huber, 2010),
differential expression of wt and ko genes was examined. Only genes
that were expressed at least in five animals were included for analy-
ses. Differentially expressed genes with a P value <0.05 were consid-
ered as statistically significant.
Results
Altered Microglia Cell Morphology in GPR34-
deficient Brain Slices
To examine the relevance of GPR34 expression in microglia
we studied their density and morphology in brain sections of
a previously established GPR34-deficient mouse strain
(Liebscher et al., 2010). Thus, brain slices of adult wt and ko
mice were stained with the microglia marker Iba-1 (Ketten-
mann et al., 2011) and immune positive cells were counted in
the hippocampus hilus (Fig. 1A). Ko mice showed a tendency
of an increased number of microglia per square millimeter
compared with wt mice, but the difference did not reach sta-
tistical significance (wt: 533.66 20; ko: 585.46 14 cells per
mm2; P5 0.060) (Fig. 1B). To evaluate whether this differ-
ence in cell numbers is present also in newborn mice (p5), we
counted microglia in brain slices of the hippocampus region.
Again, ko mice exhibited a slightly higher number of micro-
glia compared with wt mice, but the difference was not signif-
icant (wt: 1676 27; ko: 2026 29 cells mm22; P5 0.412).
Morphological differences between ko and wt microglia
were obvious in stained cortex and retina sections (Fig. 2A).
The morphology of microglia can vary between a ramified
morphology in the normal brain and an amoeboid shape
under pathological conditions (Streit et al., 1999). Here we
quantified the soma size, the area which is occupied by the
cell, and the process branching to describe microglial mor-
phology. As shown in Fig. 2B, microglia of ko mice have sig-
nificantly larger somata, occupy a smaller area and have less
branches per cell when compared with wt cells. The same sig-
nificant differences in morphology were found for retinal
microglia cells. Interestingly, some of these morphological dif-
ferences were already present in the cortex of 5-days-old
mice. Although microglial cells at postnatal day 5 are not
finally differentiated, the differences in process branching and
occupied area between wt and ko mice were significant (Fig.
2B). Thus, microglia from GPR34-deficient animals have a
morphological phenotype of (partially) activated microglia.
No Differences of Activation Markers Between wt
and ko Microglia
Morphological changes and microglia activation are often
accompanied with a change in gene expression. For example,
genes like MHC class II and co-stimulatory molecules were
upregulated (Kettenmann et al., 2011). Therefore, we ana-
lyzed microglia isolated from adult cortex of wt and ko mice
in respect to cell surface protein expression of established
microglial/monocyte differentiation markers such as CD45,
CD11b, CD11c, MHCII, CD80, and CD86 by flow cytom-
etry technique. However, our analysis did not show significant
differences in microglia populations between wt and ko (Sup-
porting Information Table S1). These data were mainly sup-
ported by RNA sequencing of microglia (see below) because
expression differences of transcripts for CD11b, CD11c,
CD39, CD80, and CD86 between ko and wt were not sig-
nificant (P 0.05). Only the transcript for CD45 was slightly
upregulated (1.3 fold, P5 0.016).
Differentially Expressed Genes in wt and ko Mice
Next, we screened for expression differences using an RNA
sequencing approach since many genes related to microglial
function cannot be analyzed with flow cytometry and the com-
plete composition of genes expressed in microglia is still
unknown.
In comparison with microarray studies RNA sequencing
with next generation sequencing technologies offers advantages
in respect to higher sensitivity for the detection of lowly
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expressed transcripts (Mooney et al., 2013), no need of prereq-
uisite knowledge of the sequences being interrogated, and pos-
sible analysis of highly related sequences without a cross-
hybridization bias (Ozsolak and Milos, 2011; Shendure, 2008).
Therefore, we used five individual libraries per genotype for
RNA sequencing. Approximately 30 million reads per animal
were analyzed. As expected, transcripts of the GPR34-coding
region were absent in ko mice. In total 1,534 genes were found
differentially expressed between wt and ko mice (710 tran-
scripts downregulated, 824 transcripts upregulated, P< 0.05,
the complete list can be provided on request). Since we
searched for alteration of microglial function in ko mice, we
focused only on those genes known to be related to migration,
motility and phagocytosis (Kettenmann et al., 2011; Sierra
et al., 2013). GeneOntology annotations (Ashburner et al.,
2000) were downloaded from ENSEMBL 73 (Flicek et al.,
2012). Further, we scanned for enrichment of genes clustering
in the pathways related to the previously mentioned functions.
Pathway analysis revealed significant P values for migration (P
value 0.006; FDR 0.158) and motility (P value 0.007; FDR
0.157) but the values of the false discovery rate (FDR) were
>0.1. The GeneOntology (GO) category phagocytosis,
(GO:0006909), however, was significantly different between wt
and GPR34-deficient mice (P value 0.001; FDR 0.098).
In detail, out of the 620 genes linked to migration,
motility and phagocytosis in GO annotations, we found 97
significant differentially expressed genes (P value <0.05)
among them chemokines, chemokine receptors, interleukin
1b, tyrosine kinase receptors and metalloproteases (Support-
ing Information Table S2). Out of these 97 genes, 55 genes
were downregulated, and 42 genes were upregulated in ko
cells. Nine genes were annotated in all three categories
(Nckap1, Gnb2l1, Abr, Pycard, Itgav, Anxa3, Thbs1, Csf1,
Coro1a) (Supporting Information Table S2). In the GO cate-
gory phagocytosis 25 genes out of 76 annotated genes were
significantly regulated (Supporting Information Table S2).
Seven (Mertk, Abr, Nckap1l, Sirpa, Pycard, Fcer1g, Clec7a)
out of these 25 genes were involved in the regulation of tran-
scripts of the GO phagocytosis. These data clearly pointed
toward studying the microglial capabilities of migration and
phagocytosis in GPR34-deficient mice.
In our previous report (Liebscher et al., 2010) we
showed that ex vivo spleen cell cultures from GPR34-deficient
mice showed elevated cytokine levels, e.g. TNFa, compared
with wt. Therefore, we analyzed mRNA expression levels of
inflammation-relevant proteases, growth factors, cytokines
and their receptors. Among them a reasonable number of
transcript levels were significantly different between wt and
ko microglia (Supporting Information Table S3). Because
production and release of several proinflammatory cytokines
are only induced following immune challenge, we measured
TNFa release under basal and LPS-stimulated conditions.
FIGURE 1: Microglia number in the hippocampus region of newborn and adult mice. Brain slices of adult or 5-day-old newborn mice
were prepared as stated in Material and Methods. (A) From Iba-1-stained brain slices (left upper picture) hippocampal hilus region (area
marked in left lower picture) was chosen to count microglia number. (B) Results for cell number per hilus area are shown for four new-
born mice (p5 animals) and five adult mice per group with 11 counted hili each. [Color figure can be viewed in the online issue, which is
available at wileyonlinelibrary.com.]
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Similar to spleen cell cultures (Liebscher et al., 2010), micro-
glia from GPR34-deficient mice showed increased basal and
challenged TNFa release (Supporting Information Fig. S5).
Microglial Motility is not Altered in GPR34-deficient
Mice
Microglia cells continuously scan their environment with their
processes in the healthy brain and in pathological situations they
acquire an amoeboid phenotype and can migrate to the lesion
site (Nimmerjahn et al., 2005). To assess the role of GPR34 in
microglial motility, we studied microglia with three different
assays. First, we determined microglia process motility under
basal conditions in acute hippocampal slices imaging
fluorescence-labeled (CX3CR1-GFP) microglial cells. As shown
in Supporting Information Fig. S2, GPR34 deficiency did not
influence basal microglial process motility (tracked motility: wt:
1.436 0.03 lm h21; ko: 1.366 0.07 lm h21; P5 0.342).
Next, we used the well-established model of entorhinal
cortex lesion which leads to a microglial migration into the
zone of axonal degeneration (Farber et al., 2008; Rappert et al.,
2004). Fibers from the medial entorhinal cortex reach the mid-
dle molecular layer of the dentate gyrus, while fibers from the
lateral entorhinal cortex terminate in the outer molecular layer.
Transection of the perforant path thus leads to anterograde axo-
nal degeneration in the middle and outer molecular layers
which—in turn—triggers microglial recruitment from sur-
rounding areas into these zones of axonal degeneration (Bech-
mann and Nitsch, 1997; Rappert et al., 2004). OHSC from p5
FIGURE 2: Morphology of microglia in retinae and cortex. For morphometric analyses retina and brain (cortex) slices from adult and p5
animals were stained with Iba-1. (A) Microglial morphology in the outer plexiform layer of the murine retina of wt and ko animals. (B)
The occupied area of microglia processes and the size of soma were measured and the number of process branches per microglia was
counted. Results are means6SEM. Student’s t test was performed:*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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animals were prepared and we examined if microglia are able to
invade the denervated molecular layers by end-point-counting
the microglia number. As presented in Supporting Information
Fig. S3 we found no differences in microglial cell density
between wt and ko 3 days after lesion.
In a third experimental setup we analyzed the motility
of microglial processes in acute brain slices in response to a
focal laser lesion. Again, no significant differences in micro-
glia process motility between wt and ko animals were found
(Supporting Information Fig. S3). In sum, the three tests of
microglial motility did not provide evidence that GPR34
plays a major role in this microglial function.
Restricted Phagocytic Capability in GPR34-deficient
Microglia
Phagocytosis is another important function of microglia. This
includes removal of pathogens but also cells and cell debris
during ontogenesis, after injury and in certain pathological
circumstances such as multiple sclerosis and Alzheimer’s dis-
ease (Kettenmann et al., 2013; Napoli and Neumann, 2009).
To test whether GPR34 is involved in microglial phagocyto-
sis, we used acute brain slices and determined phagocytosis
via activation of different signaling pathways. Zymosan, a
component of the yeast cell wall, activates the Toll-like recep-
tor pathway, whereas FBS-coated latex beads activate Fc-
receptors. Microglial cells were identified by GFP fluorescence
since ko and wt mice were on heterozygous CX3CR1-GFP
background. As shown in Fig. 3 microglia of ko showed less
phagocytic activity on both, FBS-coated beads (wt:
13.636 0.42; ko: 11.336 0.50; P5 0.003) and zymosan
particles, (wt: 16.376 1.63; ko: 8.976 2.11; P5 0.050)
when compared with wt. The number of phagocyted zymosan
particles was also significantly lower in microglia cells of ko
mice (wt: 1.46 0.06; ko: 1.16 0.04; P5 0.011) (Fig. 3).
We repeated this test with acute retina slices isolated
from heterozygous CX3CR1-GFP mice. Again, we found a
reduced number of phagocytic cells (wt: 33.96 3.5; ko:
22.56 3.7; P5 0.034) and less particles per phagocytic cell
(wt: 2.96 0.3; ko: 2.06 0.2; P5 0.016) in ko mice (Fig. 3).
Finally, we tested the microglia capability of myelin
phagocytosis with isolated cells for 3-day-old wt and ko mice.
Thus, we incubated microglia with a myelin preparation (see
Material and Methods) and stained, fixed, and permeabilized
cells with an antibody against myelin. As shown in Support-
ing Information Fig. S6, GPR34-deficient microglia show
reduced phagocytosis of myelin.
Discussion
Nucleotide receptors, such as P2Y12 and P2Y6, are important
signaling molecules for microglial activation and migration
(Haynes et al., 2006; Koizumi et al., 2007; Ohsawa et al.,
2007, 2010). GPR34 belongs to the P2Y12-like receptor
group and its high expression in mononuclear blood cells,
dendritic cells, astrocytes, and microglia points towards
GPR34 function in the peripheral and central immune sys-
tem. The importance of GPR34 for microglial function is
supported by the fact that transcriptome sequencing of micro-
glia by two other groups clearly showed that GPR34 is one
of the highest enriched genes in this cell population com-
pared with total brain homogenate (Hickman et al., 2013) or
astrocytes (Orre et al., 2014). Further, as shown for P2Y12
(De Simone et al., 2010), treatment with the Toll-like recep-
tor-stimulating compounds LPS and zymosan significantly
downregulate GPR34 transcripts in dendritic cells and micro-
glia (own unpublished results). To prove its immunologic
relevance, we recently challenged wt and GPR34-deficient
mice with CNS-infecting pathogens (Liebscher et al., 2010).
GPR34-deficient mice showed an increased burden of the
pathogen Cryptococcus neoformans in brain after intranasal
infection. Our previous findings support specific GPR34
function in the immune system of the CNS most probably in
microglia. Although highly expressed in microglia, the specific
function of GPR34 in these neural cells was unknown.
As shown for other GPCRs such cell surface receptors
function as sensors for signaling molecules which are released
from pathogens (Kretschmer et al., 2010) and from damaged
cells (Haynes et al., 2006; Koizumi et al., 2007; Park et al.,
2007). Upon stimulation, G protein-signaling cascade pro-
motes gradient-directed migration (chemotaxis) (Dormann and
Weijer, 2006). As many chemotactic GPCR, GPR34 is Gi/o–
protein coupled (Schulz and Schoneberg, 2003) and lyso-PS
was described as agonist for this receptor (Sugo et al., 2006).
Lyso-PS would be a perfect chemoattractant since it is released
after cell damage from membranes via phospholipase A2 activ-
ity. However, lyso-PS appears to be only a surrogate agonist
(Ritscher et al., 2012) with questionable physiological relevance
for GPR34 activation. Specifically focusing on microglia, we
found significant changes in microglial morphology (Fig. 2)
and phagocytosis (Fig. 3, Supporting Information Fig. S6) of
GPR34-deficient cells, but process motility as well as migration
was not significantly altered. In fact, morphological changes of
microglia cells were seen already under basal conditions in
GPR34-deficient cells (Fig. 2) and axonal degeneration as well
as focal laser lesion, which both should release lyso-PS, did not
influence microglial motility in several tests (Supporting Infor-
mation Figs. S3 and S4). These in vivo data further question
lyso-PS as chemotaxis agonist for GPR34. Our data rather sug-
gests that GPR34 programs microglial functions already under
unchallenged conditions. This is also supported by our RNA-
Seq data showing a large set of chemokines and their receptors
being differentially expressed between unchallenged ko and wt
microglia (Supporting Information Table S3). In line with our
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previous studies (Liebscher et al., 2010), we found an increased
TNFa release under basal conditions and after LPS stimulation
(Supporting Information Fig. S5).
Although we had no indication that GPR34 deficiency
leads to changes in microglial cell populations as defined by sev-
eral surface markers (see Supporting Information Table S1), the
expression levels of numerous microglial genes were significantly
changed in ko cells (see Supporting Information Tables S2 and
S3; additional data upon request). For example, within the GO
sub-category for “regulation of phagocytosis” 9 out of 34 anno-
tated genes were found significantly different between wt and ko
mice. Because of the complexity of the networking of cellular
components it is almost impossible to evaluate the individual
impact and contribution of the differentially expressed tran-
scripts on phagocytosis. For example, Gnb2l1 (Rack1) is
involved in negative regulation of phagocytosis (Tardif et al.,
2002) and upregulated in ko mice. Dedicator of cytokinesis 4
(Dock4) regulates Rac1 activity and therefore modulates dynam-
ics of actin skeleton (Xiao et al., 2013) is downregulated in
GPR34-deficient microglia. However, the transcriptome changes
found in GPR34-deficient microglia clearly reflect a disturbance
of phagocytosis-supporting pathways.
The reduced phagocytosis activity is very well in line with
the increased pathogen burden in CNS found in GPR34-
FIGURE 3: Phagocytosis ability of wt and GPR34-deficient microglia. Phagocytosis experiments were performed with acutely isolated
retina and brain slices. Slices were incubated either with zymosan-coated particles or FBS coated microspheres for 60 min and phago-
cytic activity was examined afterwards. (A) The number of phagocytic cells was referred to all microglia in the HPF (set 100%) and (B)
the number of ingested beads per phagocytic cell was counted. Results are given as means6SEM. Student’s t test was performed,
*P<0.05, **P<0.01. (C) Images of brain slices from wt and ko mice with microglia ingesting zymosan particles.
21 
deficient mice infected with Cryptococcus neoformans (Liebscher
et al., 2010). However, this does not explain the morphological
phenotype presented by GPR34-deficient microglia in brain and
retina. It is well known that microglia cells dynamically change
their morphology depending on the type of stimulus and micro-
environment (Kettenmann et al., 2011). Morphological changes
can also be induced by the deletion or functional inactivation of
genes important to maintain a specific “status” of the cell, e.g.
the resting or an activated stage (Muessel et al., 2013). However,
flow cytometry and RNA sequencing on activation markers such
as CD80 and CD86 did not show different expression between
the genotypes, questioning pre-activation of GPR34-deficient
microglia. Morphological changes in microglia together with
reduced phagocytosis abilities were also seen in Alzheimer mod-
els (Krabbe et al., 2013) implicating functional stages addition-
ally to “resting” or “activated” microglia.
One should keep in mind that the permanent absence
of GPR34 (or any other gene) may induce compensation
reactions within cells/organism. We cannot rule out that the
findings are compensatory results of a permanent loss of
GPR34 function. However, this would be the situation in
case of inhered inactivation of GPR34. Acute loss of GPR34
function by inducible or cell-specific gene inactivation
approaches or pharmacological blockage of GPR34 function
would be desirable approaches to dissect whether the found
phenotype is indeed cell-specific or a compensatory reaction
due to permanent systemic loss of GPR34 function.
In sum, our data clearly demonstrate that GPR34 func-
tion is, directly or indirectly, relevant for morphology of
“resting” microglia and microglial phagocytosis. The signal
driving GPR34 activity is currently unknown, but a lack of
this signal changes molecular configuration of glia cells. A
combination of altered microglia morphology and decreased
phagocytosis was reported from CD39-deficent mice (Bula-
vina et al., 2013). CD39 is an ecto-nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase 1. This convergent microglial phenotype
in CD39- and GPR34 may point towards unidentified
endogenous purinergic agonists of the ADP receptor P2Y12-
like GPR34. Because phagocytosis is not only relevant for
immune response to pathogens but also under normal condi-
tions and in neurodegenerative diseases, future studies will
address GPR34 relevance under pathophysiological circum-
stances such as multiple sclerosis-like experimental autoim-
mune enzephalomyelitis (EAE) and Alzheimer’s disease.
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Allgemein 
Über die Funktion des GPR34 als Mitglied der Gruppe der P2Y12-ähnlichen Rezeptoren ist 
bisher nur wenig bekannt. Auch der beschriebene endogene Agonist lyso-PS wurde von 
verschieden Arbeitsgruppen widersprüchlich diskutiert. In vitro und in vivo Experimente, die 
in der Arbeitsgruppe von Torsten Schöneberg durchgeführt wurden, konnten jedoch zeigen, 
dass lyso-PS nur ein Surrogat-Ligand an einigen wenigen Orthologen des GPR34 ist und der 
eigentliche endogene Agonist noch identifiziert werden muss. Die Deletion des GPR34 in 
Mäusen zeigte erstaunlicherweise keinen offensichtlichen Phänotyp. Nach Aktivierung des 
Immunsystems durch ein Pathogen konnte jedoch eine Funktion des GPR34 in der 
Immunantwort beschrieben werden. So wurde z.B. eine erhöhte Pathogenlast in ko-
Geweben von mit C. neoformans infizierten Mäusen gefunden.  
Aufgrund der hohen Expression des GPR34 im zentralen Nervensystem und insbesondere 
auf Mikrogliazellen, den Immunzellen des Gehirns, sollte in dieser Arbeit die gliale Relevanz 
des Orphanrezeptors GPR34 untersucht werden. 
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Einfluss des GPR34 auf die Dichte und Morphologie von Mikroglia 
In quantitativen qPCR-Analysen zeigte der GPR34 eine hohe Expression auf Mikrogliazellen 
(siehe Tabelle 1). Um der Bedeutung dieser Expression auf den Grund zu gehen, wurde die 
Anzahl und das Erscheinungsbild der Mikroglia in Hirnschnitten von wt- und ko-Mäusen 
verglichen. 
Die mit Iba-1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1), einem Mikroglia spezifischen 
Antikörper, gefärbten Zellen wurden dazu in der Hilusregion des Hippocampus ausgezählt. In 
adulten ko-Tieren zeigte sich die Tendenz einer höheren Mikrogliadichte im Vergleich zu den 
untersuchten wt-Regionen. Auch in neugeborenen (p5: entspricht dem fünften Tag nach 
Geburt) ko-Mäusen wurde eine erhöhte Anzahl an Mikrogliazellen im Hippocampus 
festgestellt. Dies könnte für eine kompensatorische Hochregulation z.B. bei eingeschränkter 
Funktionsfähigkeit der GPR34-ko-Zellen sprechen. 
Bei den quantitativen Untersuchungen fielen bereits morphologische Unterschiede zwischen 
den wt- und ko-Zellen auf. Um diese zu spezifizieren, wurden drei Kategorien (siehe 
Abbildung 3) sowohl in Gewebeschnitten der Retina als auch des Gehirns untersucht. 
Abbildung 3: Morphologiekriterien von Mikroglia 
Zur Quantifizierung der morphologischen Unterschiede zwischen wt- und ko-Mikroglia wurden (A) die 
okkupierte Fläche, (B) die Somagröße und (C) die Anzahl der Verzweigungen analysiert. 
GPR34-defiziente Mikrogliazellen zeigten in beiden Geweben signifikante Unterschiede in 
allen drei Kriterien. Sie wiesen eine kleinere okkupierte Fläche, ein größeres Soma und 
deutlich weniger Verzweigungen auf. Obwohl Mikrogliazellen postnatal noch nicht 
ausdifferenziert sind, konnten auch hier im Cortex von 5 Tage alten Tieren signifikante 
Unterschiede in der Zellgröße und der Ramifizierung festgestellt werden. Die ko-Mikroglia 
imponiert als „aktivierte“ Zellen, was für einen Einfluss des GPR34 auf Mikroglia unter 
nativen Bedingungen spricht. 
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FACS Analysen zur Expression von Aktivierungsmarkern 
Da eine Aktvierung von Mikroglia nicht nur mit einer Veränderung der Morphologie, sondern 
auch mit einer Änderung in der Genexpression einhergeht, wurde die Expression 
unterschiedlicher Oberflächenmarker mittels Durchflusszytometrie gemessen. Ruhende 
Mikrogliazellen weisen z.B. eine niedrige Expression von CD45 oder MHC-Klasse II als 
Oberflächenmarker auf (Perry and Teeling 2013). Die FACS-Analyse von CD45, CD11b, CD11c, 
MHCII, CD80 und CD86 ergab jedoch keine unterschiedlichen Zellpopulationen zwischen wt- 
und ko-Zellen. Es zeigte sich lediglich eine leichte Erhöhung der Expression von CD45 in den 
ko-Zellen. Anhand der verwendeten Oberflächenmarker konnte damit keine Voraktivierung 
der Mikroglia gezeigt werden. 
Unterschiedlich exprimierte Gene in ko- und wt-Mikroglia 
Mittels Durchflusszytometrie konnten einige wichtige Gene, welche Mikrogliafunktionen 
übernehmen, nicht erfasst werden, weshalb transkriptomweit nach Unterschieden auf 
molekularer Ebene mittels RNA-Sequenzierung von wt- und ko-Mikrogliazellen gesucht 
wurde. Dabei wurden 1534 Gene, welche signifikant unterschiedlich zwischen ko- und wt-
Mäusen reguliert waren, detektiert. Signalweganalysen ergaben signifikante Unterschiede in 
der Expression von Genen, die in die Regulation von Motilität und Migration (False Discovery 
Rate (FDR) > 0,1) sowie in die Phagozytose (FDR < 0,1) involviert sind. Von 620 assoziierten 
Genen in diesen drei Kategorien waren 97 Transkripte in den GPR34-ko-Mikroglia 
differentiell reguliert. Davon waren 55 Gene niedriger exprimiert, während 42 eine 
Hochregulation im ko-Tier zeigten. Hierunter fanden sich z.B. Chemokine, 
Chemokinrezeptoren, IL-1β oder Matrixmetalloproteasen. 
Das Bewegungsverhalten in ko-Mikroglia ist nicht beeinträchtigt 
Um die auf molekularer Ebene detektierten Veränderungen in den GPR34-defizienten 
Mikrogliazellen funktionsrelevant einzuordnen, wurden entsprechend den aufgedeckten 
beeinflussten Signaltransduktionswegen funktionelle Analysen an Mikroglia durchgeführt.  
Dabei wurden drei unterschiedliche Methoden verwendet, um das Bewegungsverhalten der 
Mikroglia zu charakterisieren. 
Die basale, unstimulierte Bewegung von GFP-markierten wt- und ko-Mikroglia wurde für 13 
Stunden aufgenommen und die zurückgelegte Strecke der Zellen über die Zeit gemessen. Ein 
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Unterschied, der für eine Voraktivierung der GPR34-defizienten Zellen sprechen könnte, 
wurde nicht gefunden. 
Weiterhin wurde die Migration der Mikroglia anhand des Modells der oben beschriebenen 
Läsion des entorhinalen Cortex (ECL) untersucht. Im Gegensatz zu dem Chemokinrezeptor 
CXCR3 (Rappert et al. 2004), hat GPR34 keinen Einfluss auf die Rekrutierung von 
Mikrogliazellen in der äußeren und mittleren Molekularschicht des Gyrus dentatus. Es gab 
keinen Unterschied in der Mikrogliadichte nach ECL zwischen ko- und wt-hippocampalen 
Schnittkulturen. 
Da der GPR34 zu der Gruppe der P2Y12-ähnlichen Rezeptoren gehört, wurde außerdem die 
Bewegung der Fortsätze nach Läsion analysiert, bei der z.B. der P2Y12-Rezeptor eine 
funktionelle Rolle übernimmt (Haynes et al. 2006). Auch nach Laserläsion konnte keine 
veränderte Beweglichkeit der ko-Mikrogliafortsätze gefunden werden. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der GPR34 die Migration und die Bewegung der 
Fortsätze nicht beeinflusst. In Übereinstimmung mit der Arbeit von Ritscher et al., ist dies ein 
weiterer Hinweis darauf, dass das als Chemoattraktans fungierende lyso-PS kein endogener 
Agonist des GPR34 ist. 
GPR34-defiziente Mikroglia zeigt eine eingeschränkte Phagozytosekapazität 
In Anlehnung an die Ergebnisse der Transkriptomanalyse wurden Phagozytoseexperimente 
durchgeführt. Hierzu wurden akut isolierte Hirnschnitte von wt- und ko-Mäusen mit zwei 
verschiedenen Phagozytosebeads, welche unterschiedliche Signalwege adressieren, 
stimuliert. Zymosan, als Hefezellwandkomponente, aktiviert Toll-like-Rezeptoren (Underhill 
et al. 1999), wohingegen die mit fetalem Kälberserum ummantelten Latexbeads Fc-
Rezeptoren stimulieren (Kusner et al. 1999). Als Ergebnis dieser Experimente konnte gezeigt 
werden, dass deutlich weniger ko-Mikrogliazellen sowohl Zymosan als auch Latex-Partikel 
phagozytieren. Auch die Anzahl der phagozytierten Zymosanpartikel war signifikant geringer 
in den ko-Zellen. Diese Ergebnisse konnten in Gewebsschnitten der Retina bestätigt werden. 
Die reduzierte Phagozytosekapazität steht im Einklang mit der von Liebscher et al. 
publizierten erhöhten Pathogenlast im ZNS bei mit C. neoformans infizierten ko-Mäusen 
(Liebscher et al. 2010). Die GPR34-defizienten Mikrogliazellen sind demnach nicht in der 
Lage, die Kryptokokken adäquat durch Phagozytose zu eliminieren.  
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Da Mikroglia auch unter physiologischen Bedingungen Myelin, Material sterbender Zellen 
und andere von benachbarten Zellen exozytierte Partikel phagozytiert, wurde die 
Phagozytose von physiologischem Material untersucht. Die Stimulation mit Myelin ergab 
ebenfalls eine reduzierte Phagozytoseaktivität in ko-Mikrogliazellen. Dies zeigt, dass durch 
die Deletion des GPR34 die Phagozytose nicht nur unter Infektionsbedingungen 
eingeschränkt ist. 
Schlussfolgerung 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Funktion des GPR34 eine hohe Relevanz für die 
Morphologie der ruhenden, nicht aktivierten Mikroglia und der Phagozytose dieser Zellen 
besitzt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Defizienz des Rezeptors zu einer 
veränderten molekularen Konfiguration von Mikroglia führt.  
Da die Phagozytose nicht nur in der Immunantwort auf Pathogene eine Rolle spielt, sondern 
auch in Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen steht, soll zukünftig die 
Relevanz des G-Protein-gekoppelten Rezeptors 34 in der Multiplen Sklerose sowie in der 
Alzheimer’schen Demenz und anderen neurodegenerativen Erkrankungen erforscht werden.  
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Figure	  S1	  Number	  of	  microglia	  and	  area	  size	  of	  the	  hippocampus	  hilus.	  Free	  floating	  brain	  slices	  were	  stained	  with	  Iba-­‐1	  and	  (A)	  the	  amount	  of	  microglia	  was	  counted	  as	  well	  as	  (B)	  the	  hilus	  area	  of	  the	  hippocampus	  was	  measured.	  Results	  are	  means	  with	  SEM.	  
Figure	  S2	  Tracing	  of	  microglia	  motility	  under	  unchallenged	  conditions.	  To	  examine	  basal	  motility	  of	  untreated	  microglia,	  slice	  cultures	  were	  settled	  for	  6	  hours,	  before	  live	  imaging.	  Track	  displacement	  of	  every	  cell	  in	  the	  HPF	  was	  calculated	  over	  13.3	  hours,	  using	  ImarisTrack	  Software.	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Figure	  S3	  Entorhinal	  cortex	  lesion	  in	  wt	  and	  GPR34-­‐deficient	  brain	  slices.	  To	  compare	  microglial	   function	   the	  model	  of	   the	   entorhinal	   cortex	   lesion	   (ECL)	  was	  used.	   (A)	  Organotypic	   slice	   cultures	  of	  wt	  and	  ko	  hippocampi	  were	  generated.	  After	   seven	  days	   in	  vitro,	  fibers	   of	   the	   entorhinal	   cortex	   (red	   lines)	   were	   disconnected	   (black	   line)	   and	   slices	   were	  incubated	  for	  another	  72	  h	  before	  fixation.	  (B)	  To	  analyze	  accumulation	  of	  microglia,	  the	  slices	  were	  stained	  with	  Iba-­‐1.	  Immigrated	  cells	  in	  the	  molecular	  layer	  were	  counted,	  referring	  to	  the	  area.	  Results	  are	  means	  with	  SEM	  from	  three	  animals	  per	  group	  with	  11(wt)	  and	  12	  (ko)	  slice	  cultures.	  CA,	  hippocampal	  region	  CA1	  and	  CA3;	  PP,	  perforant	  path;	  EC,	  entorhinal	  cortex;	  OML,	  outer	  molecular	  layer;	  DG,	  dentate	  gyrus.	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Figure	  S4	  Comparison	  of	  wt	  and	  ko	  microglia	  motility	  after	  a	  focal	  laser	  lesion.	  The	  processes	  of	  microglia	  are	  constantly	  in	  motion.	  In	  case	  of	  injury	  motility	  becomes	  directed	  towards	  the	  lesion.	  Therefore,	  we	  prepared	  acute	  brain	  slices	  and	  live-­‐imaged	  process	  motility	  (given	   as	   response)	   over	   30	   minutes	   after	   setting	   a	   laser	   lesion	   with	   a	   two-­‐photon	   laser	  microscope.	  Results	  are	  means	  ±	  SEM	  from	  11	  wt	  and	  12	  ko	  recordings.	  
Figure	  S5	  GPR34-­‐deficient	  microglia	  show	  higher	  TNFα	  release	  	  Microglia	  from	  postpartum	  day	  three	  animals	  were	  cultured	  and	  used	  for	  TNFα	  measurements	  as	   described	   under	  Materials	  and	  Methods.	   TNFα	   levels	  were	  measured	   in	   the	   supernatant	   of	  untreated	  and	  LPS-­‐stimulated	  microglia	  cells	  after	  7	  and	  11	  days.	  Results	  are	  given	  as	  means	  ±	  SD	  from	  3	  wt	  and	  5	  ko	  offsprings.	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Figure	  S6	  Comparison	  of	  wt	  and	  ko	  microglia	  myelin	  phagocytosis.	  Cultured	  microglia	   cells	   from	  3	  days	   old	  wt-­‐	   (A)	   and	  ko-­‐	   (B)	  mice	  were	   incubated	  with	  20	  µg	  myelin.	   After	   fixation	   and	   immunostaining	   against	   MPB	   (Myelin	   Basic	   Protein)	   cells	   which	  phagocyted	  myelin	  were	  counted	  in	  the	  high	  powered	  field	  (HPF)	  and	  the	  number	  of	  phagocytic	  cells	  was	  referred	  to	  all	  microglia	  in	  the	  HPF	  (set	  100%)	  (C).	  Results	  are	  means	  ±	  SD	  from	  two	  independent	  assays	  with	  7	  counted	  HPF	  per	  group.	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Table	  S1	  Flow	  cytometry	  of	  microglia	  from	  wt	  and	  ko	  brains.	  	  For	   FACS	   analyses,	   adult	   microglia	   were	   isolated	   as	   described	   in	  Material	   and	   Methods	   and	  stained	   with	   the	   indicated	   antibodies	   for	   cell	   surface	   markers.	   Results	   of	   positive	   cells	   for	  antibody	  staining	  in	  percent	  of	  all	  counted	  monocytes	  (based	  on	  forward	  and	  sideward	  scatters),	  given	  as	  means	  ±	  SD	  from	  four	  animals	  per	  group.	  
Markers 
CD45 
F4/80 MHCII CD80 CD86 CD11c 
all intermediate low 
wt 97.78 ±	   0.49 1.53 ±	   0.34 98.53 ±	   0.33 81.98 ±	   2.78 1.28 ±	   0.45 63.13 ±	   3.38 9.63 ±	   2.52 13.58 ±	   6.97 
ko 97.33 ±	   1.59 2.55 ±	   1.38 97.53 ±	   1.39 83.33 ±	   4.16 2.33 ±	   1.49 66.45 ±	   5.62 10.75 ±	   5.20 20.8 ±	   17.9 
p-value 0.622 0.235 0.248 0.611 0.464 0.358 0.715 0.496 
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Table	  S2	  Differential	  expression	  of	  brain	  monocyte-­‐specific	  transcripts	  related	  to	  migration/motility	  and	  phagocytosis	  Based	  on	  Gene	  ontology	  annotations	  for	  GO	  categories	  of	  motility,	  migration,	  and	  phagocytosis,	  genes	  present	  in	  at	  least	  5	  samples	  are	  listed	  below.	  97	  gene	   transcripts	  were	   found	   to	   be	   differentially	   regulated	   in	   CD11b-­‐positive	   cells	   of	   GPR34-­‐wt	   and	   –ko	  mice	  with	   a	   p-­‐value	   <0.05	   based	   on	  DeSeq	  results.	  Means	   for	   each	   gene	   for	  wt	   and	   GPR34-­‐deficient	  mice	   are	   listed.	   For	   p-­‐value	   calculations	   an	   unpaired	   two-­‐tailed	   Student’s	   t-­‐test	  was	   used.	  Annotated	  categories	  for	  each	  gene	  are	  given	  (P	  –	  phagocytosis;	  Mo	  –	  motility;	  Mi	  –	  migration;	  all	  –	  present	  in	  all	  three	  categories).	  P*:	  Four	  significantly	  regulated	  genes	  (Csfr1,	  Itgam,	  Itga6,	  Mrc2)	  related	  to	  phagocytosis	  based	  on	  literature	  data	  but	  not	  based	  on	  GO	  annotation.	  	  
a) upregulated	  genes
Gene




ko	   p-­‐value	   GO	  category	  
Rps19	   ribosomal	  protein	  S19	   ENSMUSG00000040952	   166243	   295511	   1.04E-­‐05	   Mo	  
Gnb2l1	   guanine	  nucleotide	  binding	  protein	  (G	  protein),	  
beta	  polypeptide	  2	  like	  1	   ENSMUSG00000020372	   111900	   181957	   3.69E-­‐05	   P	   Mi	   Mo	  
Cxcl16	   chemokine	  (C-­‐X-­‐C	  motif)	  ligand	  16	   ENSMUSG00000018920	   8347	   13765	   0.0004	   Mi	   Mo	  
Sphk1	   sphingosine	  kinase	  1	   ENSMUSG00000061878	   8	   241	   0.0005	   Mi	   Mo	  
Tmsb4x	   thymosin,	  beta	  4,	  X	  chromosome	   ENSMUSG00000049775	   781750	   1111346	   0.0014	   Mi	   Mo	  
Clec7a	   C-­‐type	  lectin	  domain	  family	  7,	  member	  a	   ENSMUSG00000079293	   854	   2424	   0.0018	   P	  
Pear1	   platelet	  endothelial	  aggregation	  receptor	  1	   ENSMUSG00000028073	   10438	   15720	   0.0025	   P	  
Dpcd	   deleted	  in	  primary	  ciliary	  dyskinesia	   ENSMUSG00000041035	   1514	   2730	   0.0033	   Mo	  
Apoe	   apolipoprotein	  E	   ENSMUSG00000002985	   42649	   108689	   0.0040	   Mi	   Mo	  
Bst2	   bone	  marrow	  stromal	  cell	  antigen	  2	   ENSMUSG00000046718	   7579	   11340	   0.0040	   Mi	   Mo	  
Ccr1	   chemokine	  (C-­‐C	  motif)	  receptor	  1	   ENSMUSG00000025804	   611	   1351	   0.0060	   Mi	   Mo	  
Gipc1	   GIPC	  PDZ	  domain	  containing	  family,	  member	  1	   ENSMUSG00000019433	   3697	   5566	   0.0066	   Mo	  
Il1b	   interleukin	  1	  beta	   ENSMUSG00000027398	   485	   1020	   0.0067	   Mo	  
Adora1	   adenosine	  A1	  receptor	   ENSMUSG00000042429	   295	   774	   0.0074	   Mi	   Mo	  
Aif1	   allograft	  inflammatory	  factor	  1	   ENSMUSG00000024397	   108665	   156523	   0.0075	   P	   Mi	   Mo	  
Nr1h3	   nuclear	  receptor	  subfamily	  1,	  group	  H,	  
member	  3	   ENSMUSG00000002108	   972	   1980	   0.0078	   P	  
Il1rn	   interleukin	  1	  receptor	  antagonist	   ENSMUSG00000026981	   65	   389	   0.0090	   Mi	   Mo	  
Bax	   BCL2-­‐associated	  X	  protein	   ENSMUSG00000003873	   18150	   24984	   0.0105	   Mo	  
Mmp12	   matrix	  metallopeptidase	  12	   ENSMUSG00000049723	   76	   1578	   0.0107	   Mo	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Tyro3	   TYRO3	  protein	  tyrosine	  kinase	  3	   ENSMUSG00000027298	   17	   555	   0.0120	   P	   Mo	  
Spp1	   secreted	  phosphoprotein	  1	   ENSMUSG00000029304	   305	   3333	   0.0122	   Mo	  
Brk1	   BRICK1,	  SCAR/WAVE	  actin-­‐nucleating	  complex	  
subunit	   ENSMUSG00000033940	   11452	   15502	   0.0150	   Mo	  
Anxa5	   annexin	  A5	   ENSMUSG00000027712	   2207	   3452	   0.0156	   Mi	   Mo	  
Cfl1	   cofilin	  1,	  non-­‐muscle	   ENSMUSG00000056201	   47444	   62953	   0.0186	   Mo	  
Fcer1g	   Fc	  receptor,	  IgE,	  high	  affinity	  I,	  gamma	  
polypeptide	   ENSMUSG00000058715	   70787	   93839	   0.0194	   P	   	   Mo	  
Arhgap4	   Rho	  GTPase	  activating	  protein	  4	   ENSMUSG00000031389	   731847	   946291	   0.0217	   Mi	   Mo	  
Pycard	   PYD	  and	  CARD	  domain	  containing	   ENSMUSG00000030793	   13291	   17788	   0.0221	   P	   Mi	   Mo	  
Cd63	   CD63	  antigen	   ENSMUSG00000025351	   47013	   61954	   0.0228	   Mi	   Mo	  
Ccdc23	   coiled-­‐coil	  domain	  containing	  23	   ENSMUSG00000028643	   6014	   7983	   0.0231	   Mi	   Mo	  
Map2k2	   mitogen-­‐activated	  protein	  kinase	  kinase	  2	   ENSMUSG00000035027	   54038	   70053	   0.0261	   Mi	   Mo	  
Rab20	   RAB20,	  member	  RAS	  oncogene	  family	   ENSMUSG00000031504	   2377	   3406	   0.0262	   P	  
Tspo	   translocator	  protein	   ENSMUSG00000041736	   1257	   2104	   0.0266	   Mo	  
Gas8	   growth	  arrest	  specific	  8	   ENSMUSG00000040220	   1027	   1648	   0.0288	   Mo	  
Arhgap24	   Rho	  GTPase	  activating	  protein	  24	   ENSMUSG00000057315	   6040	   8252	   0.0328	   Mo	  
Aimp1	   aminoacyl	  tRNA	  synthetase	  complex-­‐
interacting	  multifunctional	  protein	  1	   ENSMUSG00000028029	   2500	   3593	   0.0333	   Mo	  
Ccl12	   chemokine	  (C-­‐C	  motif)	  ligand	  12	   ENSMUSG00000035352	   3904	   5545	   0.0406	   Mi	   Mo	  
C1qbp	   complement	  component	  1,	  q	  subcomponent	  
binding	  protein	   ENSMUSG00000018446	   5788	   8027	   0.0406	   Mi	   Mo	  
Mif	   macrophage	  migration	  inhibitory	  factor	   ENSMUSG00000033307	   3300	   4825	   0.0431	   Mi	   Mo	  
Hmgb2	   high	  mobility	  group	  box	  2	   ENSMUSG00000054717	   2636	   3561	   0.0467	   Mo	  
Anxa3	   annexin	  A3	   ENSMUSG00000029484	   47298	   60356	   0.0477	   P	   Mi	   Mo	  
Ntrk2	   neurotrophic	  tyrosine	  kinase,	  receptor,	  type	  2	   ENSMUSG00000055254	   122	   761	   0.0482	   Mo	  








ko	   p-­‐value	   GO	  category	  
Sema6d	   sema	  domain,	  transmembrane	  domain	  (TM),	  
and	  cytoplasmic	  domain,	  (semaphorin)	  6D	  
ENSMUSG00000027200	   10173	   4188	   6.54E-­‐09	   Mi	   Mo	  
Mrc2 mannose	  receptor,	  C	  type	  2	   ENSMUSG00000020695	   10569	   4845	   1.47E-­‐05	   P*	  
Pdpk1	   3-­‐phosphoinositide	  dependent	  protein	  kinase	  
1	  
ENSMUSG00000024122	   8624	   3637	   1.78E-­‐05	   Mi	   Mo	  
Pip5k1a	   phosphatidylinositol-­‐4-­‐phosphate	  5-­‐kinase,	  
type	  1	  alpha	  
ENSMUSG00000028126	   10735	   5835	   0.0002	   Mo	  
Spag9	   sperm	  associated	  antigen	  9	   ENSMUSG00000020859	   65908	   44408	   0.0011	   Mi	   Mo	  
Smad3	   SMAD	  family	  member	  3	   ENSMUSG00000032402	   13353	   8499	   0.0011	   Mi	   Mo	  
Ecm1	   extracellular	  matrix	  protein	  1	   ENSMUSG00000028108	   1447	   495	   0.0029	   Mi	   Mo	  
Nrp2	   neuropilin	  2	   ENSMUSG00000025969	   10313	   6049	   0.0042	   Mo	  
Ptprj	   protein	  tyrosine	  phosphatase,	  receptor	  type,	  J	   ENSMUSG00000025314	   68354	   48461	   0.0044	   Mi	   Mo	  
Myh10	   myosin,	  heavy	  polypeptide	  10,	  non-­‐muscle	   ENSMUSG00000020900	   3932	   2099	   0.0060	   Mo	  
Fgfr1	   fibroblast	  growth	  factor	  receptor	  1	   ENSMUSG00000031565	   2693	   728	   0.0062	   Mo	  
Efnb1	   ephrin	  B1	   ENSMUSG00000031217	   2700	   1645	   0.0062	   Mo	  
Scarb1	   scavenger	  receptor	  class	  B,	  member	  1	   ENSMUSG00000037936	   11383	   7389	   0.0087	   P	   Mo	  
P2rx7	   purinergic	  receptor	  P2X,	  ligand-­‐gated	  ion	  
channel,	  7	  
ENSMUSG00000029468	   43872	   32552	   0.0104	   P	  
Adam10	   a	  disintegrin	  and	  metallopeptidase	  domain	  10	   ENSMUSG00000054693	   33024	   22444	   0.0116	   Mi	   Mo	  
Sema4d	   sema	  domain,	  immunoglobulin	  domain	  (Ig),	  
transmembrane	  domain	  (TM)	  and	  short	  
cytoplasmic	  domain,	  (semaphorin)	  4D	  
ENSMUSG00000021451	   86399	   64443	   0.0124	   Mi	   Mo	  
Krit1	   KRIT1,	  ankyrin	  repeat	  containing	   ENSMUSG00000000600	   10033	   6669	   0.0127	   Mi	   Mo	  
Mertk	   c-­‐mer	  proto-­‐oncogene	  tyrosine	  kinase	   ENSMUSG00000014361	   76155	   57856	   0.0142	   P	  
Tgfbr1	   transforming	  growth	  factor,	  beta	  receptor	  I	   ENSMUSG00000007613	   142020	   96888	   0.0146	   Mo	  
B4galt1	   UDP-­‐Gal:betaGlcNAc	  beta	  1,4-­‐	  
galactosyltransferase,	  polypeptide	  1	  
ENSMUSG00000028413	   13514	   9275	   0.0150	   Mo	  
Col18a1	   collagen,	  type	  XVIII,	  alpha	  1	   ENSMUSG00000001435	   140	   11	   0.0157	   Mi	   Mo	  
Ptprc	   protein	  tyrosine	  phosphatase,	  receptor	  type,	  C	   ENSMUSG00000026395	   138334	   103585	   0.0157	   Mi	   Mo	  
Abcc1	   ATP-­‐binding	  cassette,	  sub-­‐family	  C	  
(CFTR/MRP),	  member	  1	  
ENSMUSG00000023088	   15389	   11450	   0.0163	   Mi	   Mo	  
Furin	   furin	  (paired	  basic	  amino	  acid	  cleaving	  
enzyme)	  
ENSMUSG00000030530	   22470	   16653	   0.0206	   Mi	   Mo	  
Plxna1	   plexin	  A1	   ENSMUSG00000030084	   871	   417	   0.0209	   Mi	   Mo	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Insr	   insulin	  receptor	   ENSMUSG00000005534	   3620	   2409	   0.0211	   Mi	   Mo	  
Prkca	   protein	  kinase	  C,	  alpha	   ENSMUSG00000050965	   6095	   4273	   0.0213	   Mi	   Mo	  
Tmem201	   transmembrane	  protein	  201	   ENSMUSG00000044700	   6124	   4033	   0.0237	   Mo	  
Ulk1	   unc-­‐51	  like	  kinase	  1	   ENSMUSG00000029512	   5706	   4076	   0.0250	   Mo	  
Abr	   active	  BCR-­‐related	  gene	   ENSMUSG00000017631	   43976	   32681	   0.0251	   P	   Mi	   Mo	  
Csf1r	   colony	  stimulating	  factor	  1	  receptor	   ENSMUSG00000024621	   2017943	   1542716	   0.0252	   P*	   Mi	   Mo	  
Sorl1	   sortilin-­‐related	  receptor,	  LDLR	  class	  A	  repeats-­‐
containing	  
ENSMUSG00000049313	   3181	   1983	   0.0256	   Mi	   Mo	  
Itgb3	   integrin	  beta	  3	   ENSMUSG00000020689	   5356	   3825	   0.0262	   Mi	   Mo	  
S1pr1	   sphingosine-­‐1-­‐phosphate	  receptor	  1	   ENSMUSG00000045092	   4884	   3445	   0.0263	   Mi	   Mo	  
Phactr4	   phosphatase	  and	  actin	  regulator	  4	   ENSMUSG00000066043	   6407	   4375	   0.0263	   Mo	  
Sirpa	   signal-­‐regulatory	  protein	  alpha	   ENSMUSG00000037902	   878345	   678503	   0.0290	   P	   Mo	  
Itgav	   integrin	  alpha	  V	   ENSMUSG00000027087	   16883	   12750	   0.0293	   P	   Mi	   Mo	  
Apc	   adenomatosis	  polyposis	  coli	   ENSMUSG00000005871	   12800	   9436	   0.0302	   Mi	   Mo	  
Itga6	   integrin	  alpha	  6	   ENSMUSG00000027111	   55656	   38719	   0.0309	   P*	   Mo	  
Dock4	   dedicator	  of	  cytokinesis	  4	   ENSMUSG00000035954	   33478	   23040	   0.0326	   Mo	  
Lama5	   laminin,	  alpha	  5	   ENSMUSG00000015647	   487	   16	   0.0344	   Mi	   Mo	  
Adam17	   a	  disintegrin	  and	  metallopeptidase	  domain	  17	   ENSMUSG00000052593	   58303	   45289	   0.0379	   Mi	   Mo	  
Braf	   Braf	  transforming	  gene	   ENSMUSG00000002413	   1941	   1264	   0.0399	   Mi	   Mo	  
Fam60a	   family	  with	  sequence	  similarity	  60,	  member	  A	   ENSMUSG00000039985	   2018	   1170	   0.0402	   Mi	   Mo	  
Nr4a1	   nuclear	  receptor	  subfamily	  4,	  group	  A,	  
member	  1	  
ENSMUSG00000023034	   756	   378	   0.0408	   Mo	  
Acvr1	   activin	  A	  receptor,	  type	  1	   ENSMUSG00000026836	   16646	   12508	   0.0417	   Mo	  
Ptprm	   protein	  tyrosine	  phosphatase,	  receptor	  type,	  
M	  
ENSMUSG00000033278	   9418	   7197	   0.0419	   Mi	   Mo	  
Specc1l	   sperm	  antigen	  with	  calponin	  homology	  and	  
coiled-­‐coil	  domains	  1-­‐like	  
ENSMUSG00000033444	   5296	   3808	   0.0422	   Mo	  
Rapgef2	   Rap	  guanine	  nucleotide	  exchange	  factor	  (GEF)	  
2	  
ENSMUSG00000062232	   4184	   3001	   0.0456	   Mi	   Mo	  
Rfx3	   regulatory	  factor	  X,	  3	  (influences	  HLA	  class	  II	  
expression)	  
ENSMUSG00000040929	   2002	   1159	   0.0461	   Mo	  
Trp53inp1	   transformation	  related	  protein	  53	  inducible	  
nuclear	  protein	  1	  
ENSMUSG00000028211	   2302	   1627	   0.0464	   Mi	   Mo	  
Lrp6	   low	  density	  lipoprotein	  receptor-­‐related	  
protein	  6	  
ENSMUSG00000030201	   4117	   2640	   0.0480	   Mo	  
Nckap1l	   NCK	  associated	  protein	  1	  like	   ENSMUSG00000022488	   147348	   117364	   0.0491	   P	   Mi	   Mo	  
Wasf2	   WAS	  protein	  family,	  member	  2	   ENSMUSG00000028868	   40647	   32605	   0.0493	   Mo	  
Itgam	   integrin	  alpha	  M	   ENSMUSG00000030786	   622821	   471235	   0.0499	   P*	   Mo	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Table	  S3	  Differential	  expression	  of	  brain	  monocyte-­‐specific	  transcripts	  related	  to	  proteases	  and	  cytokines	  /cytokine	  receptors	  Transcripts	   found	   to	  be	  differentially	   regulated	   in	  CD11b-­‐positive	   cells	  of	  GPR34-­‐wt	  and	  –ko	  mice	  with	  a	  p-­‐value	  <0.05	  based	  on	  DeSeq	   results	   and	  related	  to	  proteases	  and	  cytokines	  or	  cytokine	  receptors	  are	  listed	  below.	  Means	  for	  each	  gene	  for	  wt	  and	  GPR34-­‐deficient	  mice	  (n=5)	  are	  shown.	  For	  p-­‐value	  calculations	  an	  unpaired	  two-­‐tailed	  Student’s	  t-­‐test	  was	  used.	  	  
Matrix	  Metallopeptidases	  





Adam10	   a	  disintegrin	  and	  metallopeptidase	  domain	  10	   ENSMUSG00000054693	   33024	   22444	   0.0116	  
Adam17	   a	  disintegrin	  and	  metallopeptidase	  domain	  17	   ENSMUSG00000052593	   58303	   45289	   0.0379	  
Adam4	   a	  disintegrin	  and	  metallopeptidase	  domain	  4	   ENSMUSG00000072972	   942	   353	   0.0133	  
Adamts13	   a	  disintegrin-­‐like	  and	  metallopeptidase	  	  
(reprolysin	  type)	  with	  thrombospondin	  type	  1	  motif,	  13	  
ENSMUSG00000014852	   14	   127	   0.0203	  
Mmp12	   matrix	  metallopeptidase	  12	   ENSMUSG00000049723	   76	   1578	   0.0107 
Cytokines	  &	  receptors	  





Abl1	   c-­‐abl	  oncogene	  1,	  non-­‐receptor	  tyrosine	  kinase	   ENSMUSG00000026842	   107912	   83840	   0.0373	  
Abl2	   v-­‐abl	  Abelson	  murine	  leukemia	  viral	  oncogene	  2	  
(arg,	  Abelson-­‐related	  gene)	  
ENSMUSG00000026596	   1523	   839	   0.0414	  
Ccl12	   chemokine	  (C-­‐C	  motif)	  ligand	  12	   ENSMUSG00000035352	   3904	   5545	   0.0406	  
Ccr1	   chemokine	  (C-­‐C	  motif)	  receptor	  1	   ENSMUSG00000025804	   611	   1351	   0.0060	  
Csf1r	   colony	  stimulating	  factor	  1	  receptor	   ENSMUSG00000024621	   2017943	   1542716	   0.0252	  
Cxcl14	   chemokine	  (C-­‐X-­‐C	  motif)	  ligand	  14	   ENSMUSG00000021508	   27	   219	   0.0020	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Cxcl16	   chemokine	  (C-­‐X-­‐C	  motif)	  ligand	  16	   ENSMUSG00000018920	   8347	   13765	   0.0004	  
Cxcr6	   chemokine	  (C-­‐X-­‐C	  motif)	  receptor	  6	   ENSMUSG00000048521	   169	   22	   0.0152	  
Fgfr1	   fibroblast	  growth	  factor	  receptor	  1	   ENSMUSG00000031565	   2693	   728	   0.0062	  
Il13ra1	   interleukin	  13	  receptor,	  alpha	  1	   ENSMUSG00000017057	   14087	   10299	   0.0275	  
Il1b	   interleukin	  1	  beta	   ENSMUSG00000027398	   485	   1020	   0.0067	  
Il1rl1	   interleukin	  1	  receptor-­‐like	  1	   ENSMUSG00000026069	   1504	   675	   0.0007	  
Il1rn	   interleukin	  1	  receptor	  antagonist	   ENSMUSG00000026981	   65	   389	   0.0090	  
Il3ra	   interleukin	  3	  receptor,	  alpha	  chain	   ENSMUSG00000068758	   1992	   3678	   0.0179	  
Il6ra	   interleukin	  6	  receptor,	  alpha	   ENSMUSG00000027947	   14076	   8556	   0.0191	  
Insr	   insulin	  receptor	   ENSMUSG00000005534	   3620	   2409	   0.0211	  
Itgam	   integrin	  alpha	  M	   ENSMUSG00000030786	   622821	   471235	   0.0499	  
Lifr	   leukemia	  inhibitory	  factor	  receptor	   ENSMUSG00000054263	   5354	   3850	   0.0384	  
Mertk	   c-­‐mer	  proto-­‐oncogene	  tyrosine	  kinase	   ENSMUSG00000014361	   76155	   57856	   0.0142	  
Ntrk2	   neurotrophic	  tyrosine	  kinase,	  receptor,	  type	  2	   ENSMUSG00000055254	   122	   761	   0.0482	  
Osm	   oncostatin	  M	   ENSMUSG00000058755	   1027	   1732	   0.0455	  
Tgfbr1	   transforming	  growth	  factor,	  beta	  receptor	  I	   ENSMUSG00000007613	   142020	   96888	   0.0146	  
Tlr5	   toll-­‐like	  receptor	  5	   ENSMUSG00000079164	   3487	   2191	   0.0088	  
Tlr7	   toll-­‐like	  receptor	  7	   ENSMUSG00000044583	   58905	   43881	   0.0087	  
Tnfrsf1b	   tumor	  necrosis	  factor	  receptor	  superfamily,	  	  
member	  1b	  
ENSMUSG00000028599	   22422	   16322	   0.0108	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